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(54) Title: METHOD FOR PREPARING A CARTILAGINOUS ISTEO-TISSUE 
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(57) Abstract: The invention concerns the preparation of a cartilaginous neo-tissue capable of being grafted. The method consists 
in: a) culturing chondrogenic cells, which are either autologous chondrocytes or cells precursors of chondrocytes prepared in vitro 
from pluripotent stem cells; b) contacting said chondrogenic cells with a chitosan hydrogel, having preferably a degree of acetylation 
ranging between 40 and 60 %, whereof the amphiphilic properties and the degree of acetylation is such that said cells adhere naturally 
to the outer surface of said hydrogel; c) covering the hydrogel/cell assembly thus obtained with a culture medium; and d) allowing a 
cartilaginous neo-tissue to develop in contact with the chitosan hydrogel during a minimum period of two weeks, frequently renewing 
the culture medium. 

(57) Abr^6 : L'invention conceme la preparation d'un n6o-tissu cartilagineux grefifable. Le proc6d6 consiste: a) k mettre en culture 
des cellules chondrog^niques, qui sont soit des chondrocytes autologues soit des cellules pr^curseurs de chondrocytes pr6pai^es in 
vitro d paitir de cellules souches pluripotentes, b) k mettre lesdites cellules chondrog^niques en contact avec un hydrogel de chito- 
sane-ayant de preference un degr6 d' acetylation compris entre 40 et 60 % - dont les propriet^s d*amphiphilie et le degr6 d' acetylation 
sont tels que lesdites cellules adherent naturellement h. la surface exterieure dudit hydrogel, c) h. recouvrir 1 'ensemble hydrogel/cellules 
ainsi obtenu par un milieu de culture et, d) ^ laisser se d^velopper un n^o-tissu cartilagineux au contact de T hydrogel de chitosane 
pendant une dur^e minimale de deux semaines. en renouvelant frequenmient le milieu de culture. 
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En ce qui concerm les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du FCT. 
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PROCEDE DE PREPARATION D'UN NEO-TISSU CARTILAGINEUX 



La presente invention concerne le domaine de la reparation des 
lesions cartilagineuses par mise en oeuvre d'un greffon. Elle concerne 
plus particulierement un procede de preparation d'un neo-tissu 
5 cartilagineux greffable. 

Le cartilage est un tissu d'origine mesenchymateuse constitue 
d'un faible pourcentage de chondrocytes reparties au sein d'une 
matrice extra-cellulaire dont elles assurent le renouvellement. Cette 
matrice est composee d'un r^seau de fibres de collagene notannment 

10 de type II et de glycosanninoglycanes associes a des proteines de 
structure pour former des proteoglycanes. L'ensemble par sa nature 
annphiphile et ses sites ioniques forme un gel physique assurant les 
proprietes viscoelastiques du tissu cartilagineux. 

Le tissu cartilagineux disparaTt a I'age adulte sauf au niveau 

15 des articulations , ou son role est d'assurer le mouvement des surfaces 
articulaires et de supporter des charges compressives importantes. Le 
cartilage articuiaire n'est cependant pas capable de se reg^nerer 
spontanement. C'est pourquoi en cas de lesions cartilagineuses on a 
recours aux techniques de greffe, telles que la greffe en mosaTque ou 

20 la greffe de cellules autologues. 

La greffe en mosaTque consiste a effectuer des prel^vements 
d'os recouverts de cartilage dans des regions non portantes et a les 
greffer au niveau de la lesion. 

La greffe de cellules autologues consiste a effectuer un 

25 prelevement de cartilage sain, a le soumettre a une digestion 
enzymatlque afin de liberer les chondrocytes de la matrice extra 
cellulaire, a faire se multiplier les chondrocytes ex-vivo jusqu'S 
obtention d'un nombre suffisant de chondrocytes , lesquels sont 
ensuite reimplantes au niveau de la lesion cartilagineuse. Les 

30 chondrocytes se presentant sous forme d'une suspension cellulaire en 
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milieu aqueux (dispersion dans un milieu liqulde), il faut d'abord 
recouvrir la lesion prealablement debridee par une membrane faite de 
perloste suture de fa^on etanche au bord du cartilage puis Injecter 
dans la cavite ainsi cre6e la suspension (dispersion contenant la 
5 culture) de chondrocytes. Apres un certain temps , ces cellules 
produisent une matrice extra-cellulaire qui n'a toutefols pas 
Torganisation tissulaire du cartilage articuiaire normal. 

II est a noter que le mode de multiplication des chondrocytes a 
implanter doit etre determine en sorte d'§viter une dedifferenciation 

10 des cellules . En particulier si Ton fait prolif6rer des chondrocytes sur 
un support (polymere synthetique) comme celui du fond des bortes de 
cultures cellulaires, les chondrocytes se dedifferencient en cellules 
fibroblastiques. Elles sont alors fuslformes au lieu d'etre polygonales 
comme des chondrocytes et synthetisent du coilagene I au lieu du 

15 coilagene IL 

On a dej^ propose, dans le document WO.00/56251 de faire se 
multiplier des cellules . parmi lesquelles des chondrocytes humains , 
sur des billes de polysaccharides biod^gradables et r^ticulees par des 
polyamines . Les polysaccharides sont choisis notamment parmf les 

20 composes suivants : dextrane, cellulose, arabinogalactane, pullulane 
et amylose. L'agent de reticulation est par exemple I'acide 
glutamique, la lysine, I'albumine ou la gelatine, 

Selon ce document , apres avoir ete mis en contact avec lesdites 
billes de polymere sous agitation mecanique, les chondrocytes se 

25 multiplient en gardant leur forme et leur ph^notype , et synthetisent 
tout particulierement du coilagene IL 

Apres cette multiplication, les chondrocytes sont recuperes en 
digerant les billes de polysaccharides d I'aide d'enzymes specifiques, 
par exemple la dextranase , qui n'alt^rent pas les cellules 

30 chondrocytaires. 
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Lesdites cellules sont ensuite detachees pour etre induses dans 
une matrice de chitosane. Pour ce faire des chondrocytes sont ajoutes 
a une solution acide de chitosane , puis le melange est agite jusqu'a la 
formation d'une structure tridimensionnelle que Ton place dans une 
5 solution de soude IN en sorte d'obtenir ia precipitation du chitosane 
en quelques minutes. La soude est ensuite rapidement eliminee puis le. 
conglomerat de chitosane et de cellules est mis en culture a BT^'C, 5% 
de C02 pendant une duree determin^e. 

Ainsi selon ce document WO.OO/56251, les chondrocytes 

10 melanges avec le chitosane sont Incorpor^s, Indus dans la structure 
tridimensionnelle du chitosane precipite, laquelle structure aurait une 
consistance ferme ressemblant a la texture du cartilage- 
Dans le document WO.OO/56251 est prevue une autre variante 
possible au niveau de la premiere etape de multiplication des 

15 chondrocytes a savoir de faire multiplier lesdites cellules sur un film de 
chitosane. Les deux autres etapes restent identiques , la seconde 
consistant a extraire les chondrocytes ainsi multiplies par digestion 
enzymatique par la collagenase ou par la trypsine et la trolsieme 
etape consistant a incorporer, a inclure lesdites chondrocytes dans une 

20 matrice tri-dimensionnelle de chitosane, dans les memes conditions 
que ci-dessus. 

Le demandeur emet des doutes que les chondrocytes puissent 
encore etre viables apres avoir ete soumis successivement a un milieu 
acide puis a un milieu fortement basique , comme cela est enseigne 
25 dans le document WO.OO/56251 pour la precipitation du chitosane 
autour desdites cellules 

Le chitosane est obtenu par desacetylation de la chitine, bio- 
polymfere le plus repandu dans la nature apr^s la cellulose. La chitine 
peut &tre extraite de I'exosquelette de certains crustaces tels que le 
30 homard, le crabe ou de I'endosquelette de calamar, par exemple. La 
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chitine et le chitosane sont constitues des deux memes unites 
monomeres , le N-acetylD glucosamine et le D-glucosamine. Lorsque le 
polymere est fortement acetyle , c'est-a-dire lorsqu'il comprend plus 
de 60% de N-acetyl-D-glucosamine, ii est appele chitine. Tous deux 
5 sont biodegradables, bioresorbables et compatibles avec les tissus 
vivants. 

Le chitosane est connu pour avoir une activite biostimulante sur 
la reconstitution des tissus. II est cependant generalement utilise en 
association avec d'autres elements. Par exemple dans le document 
10 W0.96/02259 , le chitosane est combine avec un autre polysaccharide 
pour former un agent de stimulation de la regeneration des tissus 
durs au niveau d'un site d'integration d'un implant, par exemple en 
titane. 

Par exemple dans le document WO.99/47186, le chitosane est 
15 reticule avec un glycosaminoglycane pour constituer un 
environnement biochimique proche du tissu cartilaglneux , stimulant 
la croissance cellulaire. 

Le procede de la presente invention s'apparente au document 
WO.OO/56251 en ce qu'il met en oeuvre du chitosane qui n'est associe 
20 a aucun autre constituant . Cependant il s'en distingue par le fait qu'il 
ne necessite pas trois operations successives. 

Le procede de la presente invention concerne la preparation 
d'un neo-tissu cartilagineux greffable. II consiste : 

a) d mettre en culture des cellules chondrogeniques , qui sont soit 
25 des chondrocytes autologues soit des cellules precurseurs de 

chondrocytes prepares in vitro a partir de cellules souches 
pluripotentes, 

b) a mettre lesdites cellules chondrogeniques en contact avec la 
surface exterieure d'un hydrogel fait exclusivement de 

30 chitosane dont les proprietes d'amphiphilie et le degre 
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d'acetylation sont tels que lesdites cellules adherent 
naturellement k ladite surface exterieure, 
c) a recouvrir rensemble hydrogel/cellules ainsi obtenu par un 
milieu de culture et, 
5 d) a laisser se developper un neo-tissu cartilagineux au contact de 
la surface de I'hydrogel de chitosane, et sans penetration des 
cellules pendant une dur^e minlmale de deux semaines, en 
renouvelant frequemment le milieu de culture. 
Ainsi, au contraire de ce qui est propose dans le document 
10 WO.OO/56251, le processus d'amplification des cellules 
chondrogeniques se fait soit de fa^on spontanee au contact de la 
surface exterieure de I'hydrogel de chitosane, soit apres amplification 
prealable dans les conditions classiques de culture d haute densite. De 
plus la formation de la matrice extra-cellulaire se fait de fagon 
15 simultanee, en presence de I'hydrogel de chitosane. 

L'adhesion naturelle des cellules ci la surface exterieure de 
I'hydrogel de chitosane permet d'obtenir une tres bonne repartition 
desdites cellules et evite la perte de cellules lors de I'operation, par 
exemple lorsque celle-ci est realisee dans des puits de culture. 
20 L'hydrogel de chitosane joue un role d'inducteur sur le 

phenotype des cellules chondrogeniques, lesquelles proliferent sans se 
dedifferencier, tout en conservant leur phenotype chondrocytaire et 
leur potentiel de maturation cellulaire. 

II est a noter que les cellules chondrogeniques ne penetrent pas 
25 directement a Tint^rieur de I'hydrogel, celui-ci ayant une taille de 
pores (en surface et dans la masse) insuffisante au regard de la taille 
desdites cellules. L'hydrogel de chitosane est progressivement 
metabolise et/ou remplace et/ou envahi par les prot^ines matricielles 
de type cartilage, qui sont neo-synthetisees par les chondrocytes. 
30 Apres au moins deux semaines de culture , I'ensemble - constitue par 
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les chondrocytes et la matrice extra-cell ulai re - realise un neo-tissu 
cartilaglneux qui peut etre greffe en Tetat, I'hydrogel de chitosane 
qui sert transitoirement de support a ce neo-tissu cartilagineux etant 
en partie ou en totalite biodegrade, et ne participant pas a la greffe, 
5 contrairement a ce qui est prevu dans les documents WO-OO/56251 et 
WO.99/47186 dans lesquels c'est la structure tridimensionnelle dans 
laquelle sont incluses les chondrocytes qui fait office de greffe. 

Le degre d'acetylation du chitosane , mis en oeuvre pour la 
preparation de i'hydrogel , est compris entre 30 et 70% ; de 

10 preference celui-ci est compris entre 40 et 60%. 

Selon une premiere variante de realisation, les cellules 
chondrogeniques sont mises en contact avec la surface exterieure de 
I'hydrogel de chitosane qui se presente sous la forme de petites 
particules de quelques millimetres. 

15 Selon une seconde variante de realisation , les cellules 

chondrogeniques sont 4talees sous forme d'au moins une nappe 
entre au moins deux couches d'hydrogel de chitosane, chaque couche 
faisant de I'ordre de quelques millimetres d'epaisseur. Cette 
disposition particuliere permet d'obtenir tres facilement un neo-tissu 

20 cartilagineux de grande dimension, apres totale disparition de 
I'hydrogel de chitosane. 

Le n6o-tissu de cartilage forme gr§ce au proced6 de I'invention 
se caract^rise en ce qu'il est constitu4 de rangees de cellules plus ou 
molns paralleles, pr^sentant un gradient de maturation cellulaire 

25 orients depuis une zone determinee vers sa peripherie, la zone 
d^terminee correspondant ci la zone de jonction des cellules avec 
I'hydrogel de chitosane. Lorsque ce neo-tissu est analyse en histologie, 
son aspect morphologique est proche d'un tissu cartilagineux normal . 
La presente invention sera mieux comprise a la lecture de la 

30 description qui va etre faite de plusieurs exemples de preparation 
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d'un neo-tissu cartilagineux mettant en oeuvre comme support 
d'amplrfication un hydrogel de chitosane dont le degre d'acetylation 
est compris entre 40 et 60%. 

PltRIFirATION nH CHITOSANF 
5 Le chitosane de reference utilise est obtenu a partir d'endo- 

squelettes de calamars. II a un degre d'acetylation de 5,2%. II est tout 
d'abord purifle afin d'eliminer les particules non solubles , en mettant 
en oeuvre les etapes sulvantes : mise en solution, filtration, 
precipitation, lavage et lyophilisation. 

10 Pour sa mise en solution, on prepare une solution de faible 

viscosite , avec une concentration de Tordre de 0,5% en poids de 
chitosane dans une solution acide. Plus precisement I'acide acetique 
est mis en quantite stoechiometrique par rapport aux groupements 
amine du chitosane. 

15 La solution de polymere est filtree par passages successifs sur 

des membranes de porosites decroissantes (1,2 ; 0,8 et 0,45 jam) sous 
une pression maximale de 3 bars. 

Le polymere est precipite en remontant le pH de la solution par 
ajout d'une solution d'ammoniaque concentree , sous agitation. 

20 Plusieurs operations de lavage sont ensuite necessaires pour 

diminuer le pH de la suspension en elimfnant Tammoniaque en exces. 
Apres chaque lavage la suspension est centrifugee et le culot 
r§cupere. Le lavage intervient jusqu'ci stabilisation du pH de I'eau de 
lavage a une valeur qui est fonction du degr^ d'acetylation. 

25 La lyophilisation permet d'obtenir le chitosane sous forme 

solide. 

ArPTVi ATiOM ni t rniTn<;AMP 
Le chitosane est ensuite reacetyle pour obtenir le degre 
d'acetylation desire. Cette reacetylation est realisee par reaction de la 
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fonction amine avec Tanhydride acetique en milieu hydro-alcoolique. 
Le rapport entre le nombre des fonctions amines et le nombre de 
molecules d'anhydride present en solution determine le degre 
d'acetylation du chitosane produit. Pour un chitosane ayant un degre 
5 d'acetylation donn6 , on met en oeuvre une solution hydro-alcoolique 
qui comprend , outre (e chitosane , de I' eau , du 1,2-propanadiol et la 
quantite necessaire d'acide acetique pour avoir une quantite 
stoechlometrique par rapport aux fonctions amines du chitosane. 
Dans un exemple precis de realisation, la solution hydro-alcoolique 

10 comprenait 3g de chitosane , 323 g d'eau et de 272 g de 1,2- 
propanadioL Le melange acetylant comprend I'anhydride acetique et 
du propanediol. Par exemple pour 62,38 g de propanediol, le 
melange comprenait 1,26ml d'anhydride acetique pour obtenir un 
degre d'acetylation du chitosane de 50% et 1,62ml d'anhydride 

15 acetique ppur obtenir un degre d'acetylation de 60%. 

FORMATIOM HP I 'NYnRr>f;PI PMV<;if}l IF np rMITr><;AMF 

Cette formation necessite le passage d'un etat liquide a un etat 
de gel. Ce passage correspond a une situation anterieure (etat liquide) 
ou les interactions hydrophiles dominent a une situation posterieure 

20 (etat d'hydrogel) ou les interactions hydrophobes deviennent 
suffisamment fortes pour qu'il n'y ait plus dissolution sans toutefois 
etre assez fortes pour provoquer la complete precipitation du 
polymere. Le mode de preparation prefere , selon invention , part 
d'une solution initiale de chitosane. Si necessaire, selon le degre 

25 d'acetylation, il s'agira d'une solution acide, le c hitosane etant mis en 
solution dans de I'acide chlorhydrique en quantite stoechlometrique 
avec les groupements amines du chitosane. Apres dissolution 
complete du chitosane, un certain volume de 1,2 propanediol est 
ajoute goutte a goutte a la solution qui est ensuite degazee sous vide 

30 pendant une duree d'environ une heure. La solution est ensuite 
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versee dans un recipient permettant d'avoir un grand rapport surface 
libre sur volume et est mise en etuve a 45°C pendant le temps 
necessaire a sa prise en gel. Ainsi la formation de I'hydrogel de 
chitosane est obtenue par un processus physico-chimique. II ne s'agit 
5 pas d'un precipite mals d'un veritable hydrogel physique , qui est un 
materiau viscoelastique ne contenant que du chitosane et plus de 
90% d'eau. Contralrement a un precipite , un tel hydrogel ne se 
disloque pas par agitation ou dilution. 

Pour obtenir un hydrogel qui ne soit pas soluble dans I'eau a 
10 des pH de Tordre de 6 ou 7, on realise une neutralisation de 
I'hydrogel ainsi obtenu par passage pendant environ une heure en 
milieu basique , par exemple de la soude OJ molaire. 

La diminution du nombre de charges positives dues a 
I'augmentation du pH favorise les interactions hydrophobes et la 
15 formation de liaisons hydrog§ne,et done la stabilite du gel.On 
procede ensuite a un lavage de I'hydrogel pour eliminer I'alcool et 
obtenir un pH d'environ 7.Cest cet hydrogel de chitosane ,lav§,qui 
sera mis en oeuvre pour la mise en culture des cellules 
chondrogeniques. 

20 II est a noter que la prise en gel correspond a un rapport 

solution aqueuse / 1-2 propanediol determine , rapport qui depend du 
degre d'acetylation du chitosane. De plus , la gellfication 
s'accompagnant d'une perte en eau , il importe que les conditions 
operatoires favorisent cette evaporation de I'eau. 

25 Plusieurs types de recipients peuvent §tre utilises lors de la 

gellfication, que ce soit des boTtes de petri , des boites multi-puits ou 
encore des inserts specialement con^us pour etre loges dans les puits 
de boTtes multi-puits. Par exemple on met en oeuvre une plaque de 24 
puits equip^s d'inserts, chaque insert etant constitue d'un cone en 

30 plastique dont le fond est forme d'une membrane permeable au 
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liquide de nutrition et qui est agence pour etre depose dans chaque 
puits sans en toucher le fond. 

MISF FN nil TURF 
Les cellules chondrogeniques peuvent etre des chondrocytes 
5 autologues ou des cellules precurseurs de chondrocytes preparees , in 
vitro , a partir de cellules souches pluripotentes. 

Quel que soit le recipient utilise pour la formation de 
I'hydrogel, I'hydrogel obtenu se presente sous la forme d'un bloc 
visco-elastique et translucide, dont la capacite et la resistance 

10 dependent notamment de la concentration en chitosane de la 
solution initiale. De preference , cette concentration est de 0,5 a 4%. 
Pour la mise en culture des cellules chondrogeniques , il est tout 
d'abord necessaire d'augmenter la surface de mise en contact entre 
rhydrogel de chitosane et lesdites cellules. Pour cela selon une 

15 premiere variante , le bloc d'hydrogel de chitosane est decoup6 en 
petits fragments dont les dimensions exterieures sont de I'ordre de 
quelques millimetres. Ces fragments sont disposes dans les puits d'une 
plaque multi-pults ou eventuellement dans les inserts equipant une 
telle plaque.Les cellules chondrogeniques sont introduites sous forme 

20 de suspension et melangees delicatement aux fragments d'hydrogel . 
L'ensemble est recouvert d'un milieu de culture approprie. On 
constate que les cellules chondrogeniques adherent spontanement a 
la surface exterieure des fragments d'hydrogel et ne tombent pas dans 
le fond des puits. La mise en culture est effectuee en mettant les 

25 plaques ainsi garnies dans une atmosphere de 10% de C02 a 37°C Le 
milieu de nutrition est renouvele deux fois par semaine. La culture se 
poursuit pendant un temps variable qui peut aller de 2 a 6 semaines 
selon la taille souhaitee pour le n6o-tissu cartilagineux qui se forme 
au contact de I'hydrogel de chitosane. 

30 II faut choisir une proportion ou ratio : « nombre de 
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cellules/fragment de Thydrogel de chitosane » de fa^on a eviter le plus 
possible que certaines cellules ne tombent au fond du puits. Dans un 
exemple precis de realisation, on a place 5.1 cellules 
chondrogeniques pour une trentaine de fragments d'hydrogel de 
5 chitosane par insert ou 1 a 3.1 cellules chondrogeniques pour une 
centaine de fragments d'hydrogel de chitosane par puits, non 6quip§ 
d'insert. 

Le degre d'acetylation, compris entre 30 et 70% , mais de 
preference entre 40 et 60% induit des conditions d'amphiphilie 

10 optimales favorables a Tetablissement d'un environnement propice a 
la synthese du neo-tissu cartilagineux . En effet , en augmentant le 
degre d 'acetylation , on contribue a renforcer les interactions 
hydrophobes dues aux fonctions N-acetamides. Simultanement , on 
accroTt aussi ia cationicite des sites amine r^siduels , renfor^ant par la- 

15 meme leur caractere hydrophile et leur aptitude a creer des 
interactions electrostatiques. Toutes ces conditions sont favorables a 
Tetablissement d'interactions avec les proteoglycanes de la matrice 
extracellulaire neo-formes par les cellules chondrogeniques. 

De plus les conditions de pH, de I'ordre de 7 sont favorables a 

20 Taction d'enzymes , par exemple le lysosyme, secrete par les 
chondrocytes et permettant la degradation par hydrolyse de liaisons 
glycosuriques constituant la chame du chitosane. 

Dans les conditions indiquees ci-dessus, les chondrocytes se 
multiplient et synthetisent simultanement une matrice importante qui 

25 s'accumule autour des cellules et remplace ou recouvre 
progressivement I'hydrogel de chitosane. II est d'ailleurs possible de 
suivre la formation de ce neo-tissu cartilagineux en fonction du temps 
de culture. Au stade precoce de la culture, les cellules 
chondrogeniques adherent a I'hydrogel sans jamais le p^n6trer , elles 

30 secretent des proteines matricielles du type collagene et proteo- 
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glycanes qui s 'accumulent autour des cellules et qui forment une 
couche plus dense le long de I'hydrogel, entre les cellules et I'hydrogel 
qui conserve son aspect initial. Lorsque la culture se poursuit , 
notamment pendant de quatre ci six semaines , les cellules 
5 chondrogeniques se multiplient ^ partir des cellules bordant 
rhydrogel et les proteines matricieiles continuent a s'accumuler. La 
structure de I' hydrogel se modifie prenant progressivement des 
colorations qui sont specifiques des proteines collageniques et des 
proteo-glycanes. On obtient en fin de culture un bloc de tissu neo- 

10 forme constitue de plusieurs colonies de cellules organisees en 
rangees plus ou moins paralleles et presentant un gradient de 
maturation celiulaire qui est oriente depuis la zone de jonction des 
cellules avec I'hydrogel vers sa peripherie. En analysant ce bloc de 
n4o-tissu en histologie , on constate que son aspect morphologique 

15 est proche d'un tissu cartilagineux normal. Une analyse moleculaire 
par RT-PCR a ete realisee apres cinq semaines de culture, pour 
I'expression des collagenes I et II, agrecane, biglycane et decorine. Les 
ARN messagers de collagene II, d'agrecane, de biglycane et de 
decorine sont exprimes alors que ceux du collagene I ne sont pas 

20 detectables . Au niveau proteique, la synthese de proteoglycane a ete 
etudiee apres incorporation du soufre 35. Les proteoglycanes ont ete 
extraits du neo-tissu par le chlorure de guanidine 4M, purifies et 
analyses par chromatographie sur colonne de s^pharose 2B. Les profils 
d'elution obtenus montrent que les cellules ont synthetise et secrete 

25 des proteo-glycanes qui se sont regroup^s dans la matrice sous formre 
d'agregats de haut poids moleculaire, avec un profil similaire a ceux 
synthetises et secretes in vivo. 

Selon une seconde variante de realisation, les cellules 
chondrogeniques ont ete etalees , sous forme de nappe, entre des 

30 couches d'hydrogel, chaque couche ayant une epaisseur de Tordre de 
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quelques millimetres. Par exemple quatre nappes de cellules ont ete 
etalees en combinaison avec trois couches d'hydrogel , a savoir deux 
nappes respectivement sur les faces exterieures de la premiere et de ia 
troisi^me couche d'hydrogel et deux nappes prises en sandwich entre 
5 respectivement la premiere et ia seconde couche et la seconde et 
troisieme couche d'hydrogel. 

La mise en culture des cellules a ete realisee dans les memes 
conditions que ci-dessus et on a procede aux memes constatations en 
ce qui concerne la formation d'un neo-tissu cartilagineux. Les colonies 

10 cellulaires qui se sont formees soit a partir des cellules en contact avec 
la face exterieure de la premiere et de la troisieme couche d'hydrogel 
soit a partir des cellules etalees entre deux couches d'hydrogel 
presentent toutes un gradient morphologique similaire a celui qui a 
ete decrit ci-dessus. Les couches d'hydrogel , intercalees entre les 

15 nappes de cellules , ont disparu et sont remplacees par une structure 
fibrillaire tres alcyanophile dont I'epaisseur correspond environ a la 
superposition de deux a trois couches de cellules. On comprend que 
cette derniere variante mettant en oeuvre une superposition de 
couches d'hydrogel de chitosane et de cellules chondrogeniques 

20 permet d'obtenir tres facilement un neo-tissu cartilagineux de plus 
grande dimension. 

Quelle que soit la variante mise en oeuvre , le neo-tissu 
cartilagineux qui est obtenu selon le procede de I'invention est apte a 
§tre greffe en I'etat pour la reparation des lesions cartilagineuses, 

25 m^niscales ou de disques intervertebraux notamment des lesions de 
tallies importantes. 
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REVENDICATiONS 

1. Procede de preparation d'un neo-tissu cartilagineux greffable 
caracterise en ce qu'il consiste : 

a) a mettre en culture des cellules chondrogeniques , qui 
5 sont soit des chondrocytes autologues soit des cellules 

precurseurs de chondrocytes prepar^es in vitro a partir 
de cellules souches pluripotentes, 

b) a mettre lesdites cellules chondrogeniques en contact 
avec la surface exterieure d'un hydrogel fait 

10 exclusivement de chitosane dont les proprietes 

d'amphiphilie et le degre d'acetylation sont tels que 
lesdites cellules adherent naturellement a la surface 
exterieure dudit hydrogel , 

c) a recouvrir Tensemble hydrogel/cellules ainsi obtenu 
15 par un milieu de culture et , 

d) a laisser se d^velopper un neo-tissu cartilagineux au 
- contact de la surface de I'hydrogel de chitosane et 

sans penetration des cellules a I'lnterieur dudIt 
hydrogel pendant une duree minimale de deux 
20 semaines , en renouvelant frequemment le milieu de 

culture. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que I'hydrogel de 
chitosane a un degre d'acetylation compris entre 30 et 70%, de 
preference entre 40 et 60%. 

25 B.Procede selon I'une des revendications 1 et 2 caracterise en ce que 
I'hydrogel de chitosane est prepare en mettant en ceuvre les etapes 
suivantes : 

- on ajoute a une solution de chitosane une quantity determinee de 
1,2 propanediol , quantite qui est fonction du degre d'acetylation du 
30 chitosane. 
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- on degaze sous vide, 

- on verse la solution degazee dans un recipient permettant d'avoir un 
grand rapport surface libre sur volume que Ton place en etuve a 45''C 
jusqu'a la prise en gel, 

5 - on neutralise et on lave I'hydrogel de chitosane obtenu. 

4.Proced§ selon Tune des revendications 1 a 3 caract^rise en ce que la 
mise en contact des cellules chondrogeniques avec I'hydrogel de 
chitosane se fait en melangeant lesdites cellules en suspension avec 
des fragments d'hydrogel de chitosane dont les dimensions font de 

10 I'ordre de quelques millimetres. 

5-Procede selon la revendication 4 caracterise en ce que la mise en 
contact des cellules chondrogeniques avec les fragments d'hydrogel 
de chitosane se faisant dans un puits, la proportion du nombre de 
cellules par rapport aux fragments d'hydrogel est d^terminee de 

15 fagon a eviter le plus possible que certaines cellules ne tombent au 
fond du puits. 

e.Procede selon I'une des revendications 1 a 3 caracterise en ce que la 
mise en contact des cellules chondrogeniques avec I'hydrogel de 
chitosane se fait en etalant les cellules sous forme de nappe sur 
20 I'hydrogel de chitosane se presentant sous la forme de couche de 
quelques millimetres d'epaisseur. 

7. Procede selon la revendication 6 caracterise en ce que les cellules 
chondrogeniques sont etalees sous forme de plusieurs nappes en 
contact avec plusieurs couches d'hydrogel de chitosane. 

25 S.Neo-tissu cartilagineux greffable , obtenu par le procede de I'une 
des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est constitue de 
rangees de cellules plus ou moins paralleles , presentant un gradient 
de maturation cellulaire oriente depuis une zone determinee vers sa 
peripherie, la zone determinee correspondant notamment a la zone 

30 de jonction des cellules avec I'hydrogel de chitosane. 
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